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骨軟部悪性腫瘍 に 対 す る治療 に お い て 化学療法 は重 要 な位置 を占め て お り ， 治療成績 の向上 を目
指し実用的で簡便 な抗癌剤感受性試験が望ま れ て い る T 本研究は 3－く4，5－d 血ethylthia z ol－2－ylト2，5．diphe n－
yltetra z ohu m bromi deくM T TJ と96穴 マ イ ク ロ プ レ ー ト く96w en mic rotiter plateJ， マ イ ク ロ プ レ ー ト
リ ー ダ ー くm ultiw eus c a n nig spe ctr ophoto m eterJを用 い た M T T比 色法くMT Tas saylを骨軟部悪性腰
掛 こ対 す る抗癌剤感受性試験 と して応 用 し ， そ の実用 性を検討す る目的で行 っ た ． 本法 は テ トラ ゾ リ ウ
ム くtetr az olium ト塩の 一 種 で ある M T T が生細胞 に よ っ て 暗青色 の ホ ル マ ザ ン tfor ma z anliに 変化 す る
こ と を利用 して お り ， 生 じた ホ ル マ ザ ゾ塩 の 吸光度くOPticaldensity， O Dナは マ イ ク ロ プ レ ー トリ ー ダ ー
に よ り半自動的に 測定す る こ とが でき る － ま ず
，
11種 の ヒ ト骨肉腫 由来培養細胞株 を用 い て基礎的検討
を行 っ た ． 各細胞株 に お い て溶解 さ れ た ホ ル マ ザ ン塩 の O D と細胞数 は良好 な相関関係を 示 し た ． こ れ
らの 細胞株 に 対 して最大血中濃度 に お い て は ア ク チ ノ マ イ シ ン D ， ア ド リ ア マ イ シ ン
，
シ ス プ ラチ ン ，
メ ソ ト レ キ セ ー ト ， ビン ク リ ス チ ン ， サイ ク ロ フ ォ ス フ ァ ミ ドが 高 い 有効率 を示 した ． 最大血中濃度 の
10分の 1 に お い て は こ れ ら薬剤も有効率 は低 か っ た ． こ れ ら の 薬剤 は骨肉腫 に 有効と さ れ てお り最大血
中濃度 に お ける 効果判定が適当である と考 えら れ た ■ ま た骨肉腫 に 対す る 有効性 が未 だ報告さ れ て い な
い エ ト ポサ イ ドが い ずれ の 細胞株 に 対 し て も高 い 効果 を示 し， 骨肉腫 に 対す る有効性が 示 唆さ れ た ． こ
れ らの 細胞株に 対 す る基礎的検討 の 結果 をふ ま えて
， 臨床 材料 に 対 し て M T T此 色法 を周 い た抗癌剤感
受性試験を行っ た ． 過去 2 年間 に 手術ま た は 生検に よ り得ら れ た 骨軟部悪性腫瘍67検体く58症翻 を用 い
た ■ 67検体中64検体く96％I に 感受 性判定が可能 で あ っ た ． 1xlO憫 以上 の 細胞 を播種 した検体 は全て判
定可能 で あ っ た 一 感受性の 判定が可能で あ っ た薬剤数 は平均8－4剤 で あ っ た ■ 30検体 に つ い て臨 床効果
と の 関連性 を前向 き研究くpro spe ctiv e study，お よ び 後向き研究tretro spe ctiv e studyl に よ っ て検 討 し
た － M T T比 色法 を用い た感受性試験 の 結果と臨床効果 との 相関 は ． 真陽性が15検体 ， 偽陽性が 2検阻
真陰性が10検軋 偽陽性が 3検体 で あ り ， 裏陽性率が88％， 真陰性率が77％で ， 全体 的な予 測率は83％
で あ っ た ． 本法は 少な い 材料 で 迅 速 に 多数の 薬剤の 感受 性 を簡便 に 判定で き
， 成功率 も高く 臨床効果と
の 相関も高い こ と が 示 され た 一 以上
， 本研究に よ り M T T比色法 を用 い た 感受 性試験 は骨軟部悪性腫瘍
に 対す る 実用 的な抗癌剤感受性試験 に な り う る も の と考 えら れ た ．
Eey w o rds C he mos ensitivity test， M T T ass ay， bo n e and s oft tiss u e
S ar COm a
Abbre viatio ns ニA C D， a Ctino mycin Dニ A DM， ad riamyCinニ Ara－C， Cytar ab inニ BL M，
bleo mycinニCD D P， Cis－platinu 町 CI， CytOtO Xic in de x三 C P A， CyClophosph amideニ C Y V A DIC，
Cyclophosh amide＋ vincristine＋ ad riam yCin＋ d 血ethyl triaze n oimidaz ole c atbox amideニ 5－ Fu，
5－fluorou racil3 G C T， giantc elltu m orI H T C A， hu m antu m Or Clonoge nic ass ayニ M F H， m align ant
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抗癌剤 を用 い ての 化学療法は ， 骨軟部悪 性腫 瘍 に 対
す る 治療体系の 一 環 と して 不可欠 な も の に な っ て き て
い る ． 一 方 卜 腫瘍 の抗癌剤 に 対 す る感受性 は ， 腫瘍 が
同 一 病理 組織像 で あ っ て も異 な り ， 同 一 個体 で あ っ て
も原発巣 と再発巣， 転移巣 な どの 時期， 部位 の 違い に
よ っ て異 なる こ と は良く知 ら れ て い るい2I． し か し ， 現
在行 われ てい る化学療法の プ ロ ト コ ー ル は主に そ の 組
織型に 応 じ て
，
経験的 に 有効と考 え られ る 抗癌剤が 用
い られ て お り ， 個 々 の 腫瘍の 感受性の差異 は考慮さ れ
て い な い ． そ の結果 ， 無効な 抗癌剤 を投与 され た患者
は その 抗癌剤の 副作用 の み を被 る こ と に な る ばか り で
な く ， 薬剤耐性の発現 に よ っ て 以 後 の 化学療法 に 対 し
て反応 し に くく な る ． した が っ て個 々 の 腫瘍 に 対 し有
効 な抗癌剤を選択 し， 無効 な抗癌剤 を排除す る こ と が
望ま し い ． 特 に 骨軟部悪性腫瘍領域 に お い て は 多剤併
用療法が 主流 である こ と ， ま た組 織塾が非常に 多彩で
あ る こ と ， 化学療法の支援 が そ の 治療成績の向上 に 大
き く 貢献 し て い る こ と ， そ して 化学療法の効果如何 に
よ っ て 患肢温存 が可能 に な る 場合 もあ る こ と な どか
ら ， 個々 の 腫 瘍に対 し て抗癌剤 の 投与前 に 有効 ， 無効
を知る こ と が で き れ ば治療 に 大 き く貢献 す る こ と は明
ら かで ある ．
今 日 まで に 組織器官培養法
瑚
， 核酸前駆物質 を指標
と した方法 珊 ， ヌ ー ド マ ウ ス 法力朝 ， ヒ ト癌 コ ロ ニ ー 形
成法 くhu m a nt um O r Clon oge nic a s say， H T C AJ
qlOlな ど
数多く の抗癌剤感受性試験 が試行さ れ て きた が ， い ず
れ の 方法 も 一 長 一 短が あ り ， 簡便性 ， 迅速性 ， 予言性
とい っ た 多く の条件 を満た す 臨床応用可能 な理 想的 な
感受性試験 は未 だ に 確 立 さ れ て い な い の が 現状 であ
る ． 3－く4，5－dim ethylthiaz ol－2．yl ．2，5．diphe nyltetra z oliu ．
m br omideくM T Tンは テ ト ラ ゾリ ウム くtetr az oliu ml塩
の 一 種で ， 生細胞内の脱水素酵素に よ り 還元 さ れ 暗青
色の ホ ル マ ザ ン げo m a 都血巨結晶に 変化 す る 特徴 を有
す る ． 1983年， M os m a n n
111は こ の M T T と96穴 マ イ ク
ロ プ レ ー ト く96w e1 microtiter plateJ， マ イ ク ロ プ レ ー
ト リ ー ダ ー くm ultiw ells c a nning spe ctr ophoto m ete rl
を用 い た M T T比色法くMT Tass ayl を報告 した ． 著
者 は こ の方法の簡便性 ， 迅速性 に 注目 し ， 骨軟邪悪 性
腫瘍 に 対す る抗癌剤感受性試験 と し て確立 す る こ と を
意図し ， 検討 を行 っ た ．
材料 お よ び方 法
工 ． 材 料
実験 に 使用 し た材料 は ， 培養細胞 と し て ヒ ト骨肉腫
由来培糞細胞株 o ste oge nic s a rc o m aT kas estrain
くO S T， 当 教 室 に て 樹 立1， H O S， M N N G－ H OS，
K H O S－240S， M G 63， K H O S－312fLKHO S－ N P，G 292く大
日本製薬 ． 大阪か ら 購入I， SK E S－1， U－20 S， S A OS．2
し住友製薬研究所， 大 阪よ り供与1 の11種 を用 い た ． 臨
床材料と して 過去 2年間 に 骨軟邪悪性腫瘍の 原発巣，
再発巣 また は転移巣 に 対 し生検 また は手術 を行っ て得
られ た67検体く58症例1を 用 い た ． その 内訳 は骨原発性
腫瘍 で は骨肉腫くo ste os a rc o m al13検体く11症例ン， 軟骨
肉腫くcho ndro s arc o m a1 8検体く8症例1， 悪 性線経性
組織球脛くm align antfibrou shistitxyto m a， M F叩 5検
体 く3症例1， 脊索腰くchordo m a1 2 検体 く2症例1，
ユ ー イ ン グ肉腰くEw ing
，
s s ar c o m aI l検体く1症翻 ，
悪性骨巨細胞腫くm align a ntgia ntc elltu m or， m align ant
G C Tl l検体 く1症例1 で あ り く表 り ， 軟 部腫瘍で は
M F H 9検体く8症例I， 滑膜肉腫 くsymOVials arc o m a1
6検体く5症例1， 脂肪肉腫く1ipo s ar c o m a16検体く5症
例1， 横紋 筋肉腫くrhab dom yos a rc o m a1 6検体く5症
例I， 平滑筋肉腫くIeio myo s ar C Om a13検体く3症卿 ， 悪
性 神経鞘腰 くm ahgn a nt schw a n n o m如 3 検体く2 症
例1， 線推肉腫tfibr os a rc o m al l検体く1症例1， 中皮腫
くm e s otheho m al l検体 く1症例1， 膠芽濃 くglioblasto－
m al l 検 体 く1症 例ン， 悪 性 リ ン パ 腫 くm ahgn ant
l叩 Ipbo m al l検体く1症例I で あ っ た く表 21．
細 胞 株 の 継代培養 や 感受性試 験 の 際 に は 培地
Ro s w eu Park Mem orial hstitute M edia－1640くR P MI．
1640H 月水製薬， 東 剰 10．2g を蒸留水 900mlに 溶解




5 分 で 滅菌 し た もの
に ， 7 ％炭酸水素ナ トリ ウ ム 30へ 40ml， ペ ニ シ リ ン
偶 有製薬 ， 東 剰 100， 00 U とス トレ プ ト マ イ シ ンく明
治製薬 ， 束京ン10 0m g， グル タ ミ ン く協和発酵 ， 東副
0．3g ， お よ び56
0
Cで30分間加温 し非動化 した牛胎児血
清 tfetal bo vine s e rum ， F B Sl くGibc o， Ne w York，
U．S．A ．11 00mlを加 え て作成 した 組織培養液 を用い た ．
I工 ． 抗 癌 剤
抗癌剤 と し て ア ク チ ノ マ イ シ ン D くactino mycinD，
fibro u shisticKIytO m a三 M MC， mito mycin Cニ M T T， 3－く4，5－dim ethylthiazolq2－yl－2，5－diphe nyltetr
．
azolium bro mideニ M T X， m ethotre x ate三 OD， Optical den sity iO S T， O SteOge nic sarc om aTa
kase
strain芸 PPC， peak plas m a c o n c entration芸 S DI， S u C Cinic dehydroge n as ein hibitiontest三 V C
R，
vincristinei V DS， Vin desineニ VL B， Vin blastine
骨軟邪悪性腫瘍 に 対 す る抗癌剤感受性試験
A C DH萬有製 剰 ， ア ド リ ア マ イ シ ン くad riamyCin，
A D叫H協 和醸 酵立 ブ レ オ マ イ シ ン くble o mycin，
BL Ml く日本化薬 ， 束 剰 ， シ ス プラ チ ン くCis－platinu m，
CD D PH 日本化 勢 ， シ タ ラ ビ ン くcyta rab in， Ara－CH月
本新薬 ， 京 恥 ， エ トポ サ イ ドくetopo side， VP．16Jtブ リ
ス トル ． マ イ ヤ ー ズ ． ス タ イ ブ ， 東京1， フ ル オ ロ ウ ラ
シ ル く5，flu o ro u racil，5－ FuH 協和醸戸削 ， メ ソ ト レ キセ ー
トくm ethotre x ate． MT XH 月本レ ダ リ ー ト 東雇主 マ イ
トマ イ シ ン C くmito mycinC， M M CH三 共 ， 東 剰 ， ビ
ン ブラ ス チ ン くvin bla stine， VL Blく塩野義製薬 ， 大阪l，
ビンク リ ス チ ン くvincristine， V C RH 塩野義製薬 ， 大
町 ， ビ ン デ シ ン くv由．de sine， VDSH 塩野義製勢 ， サ イ
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ク ロ フ ォ ス フ ァ ミ ド くcyclophosphami de， C P AH 海野
義製剋 の13剤 を用 い た ． な お C P Aは試験管内で は
不 活性 で あ る た め ， 活性 型 の 4－hydroperoxycyclopho－
SPh amideく40 H－C P AH 塩野義製郵 を 用 い た ． 用 い た
濃 度 は臨床投与量 に お け る 理 論的最大血 中濃度12I
くpe ak pla s ma c o n c e ntr ation， P PCJお よ び そ の10分 の
1 を用い た く表3J．
m ． 培養細胞株 を用 Llた基 礎的実験
1 ． 細胞数 と吸 光度の 相関 の 検討
各細胞株 に お い て 2 0 0月l の 培 養液 中に 細 胞 が
1xlOむ － 1xlO
S
個と な る よう に 単離細胞浮遊液 を作成
し ， こ れ を9 6穴平底 マ イ ク ロ ウ ェ ル プ レ ー ト くNu n c，
Tablel－ Clin c alcha ra cteristics a nd data of M T Tas s ay of bo n e s ar co m as
Age





























































f Osteos ar c o m a
1 7ノf Oste o s ar c o m a
1 9Jlf Oste o s ar c o m a
16lm Oste o s ar c o m a
45ノf Oste o s ar co m a
15lf Oste o sarc orna
16ノm Oste o sar c o ma
171f Oste os ar c o m a
19ノm Oste os ar c o m a
18ノm Oste o s ar c o m a
1 7ノf Osteo s arc o ma
Site of So u rc e Initial O Dc， 。f
prlm a ry of c ell c o ntr ol
tu m or spe cim e n n u mber く540n ml






Fern ur Surge ry 7xlO3 0 ．269
Fe m ur Surgery 2．9xlO
4
1．322









Tibia B iopsy l． 5XlO
4
0．763
Fe m u r Biopsy 2XlO
4
1．475






Tibia Biopsy lxlO4 0．273
Surgery 2xl O4 1 ．204
48ノm C ho ndr os arc o m a Tibia Su rgery lX104 0 ．280
35ノf C ho ndro s ar c om a Pelvis Surgery 6XlO3 0．408
74ノf C ho ndr o s ar c o ma Sc apula Surgery 2x104 1．1 03
52ノf C ho ndr o s arc o m aFe m u r Surgery
70ノm C ho ndr o s arc o m aPelvis Surge ry
39ノm C hondr o sa rc om a Fe m ur Su rgery
43J
lf C ho ndr o sa rc om a
30J
l
m cho ndr os a rc o m a
21J
l
m M FH of bone
72J
，
f M F Hof bo n e
48ノm M F Hof bo n e
70Jlm c hordo m a
38ノm C hordo m a
1 2ノm Ewing
，
s s arc o m a
63ノm Maligna nt G C T
Hu m er usSurge ry
Spin e Su Tgery
Fem ur Biopsy
Su rgerァ
Fe m u r B iopsy
Su rgery
Fe m u r Biopsy
Sacr u m Surgery
Sa cr um Surge ry
Fe m ur Surge ry

























al m， m aleニf， fe m ale ．
bトMF H， m align a ntfibro u shistio cyto m aこ G C T， gia nt c e11tu m or，







































Roskilde， 工krlrn a dkl の 各ウ エ ル に 20 0JLl ずつ 分注 し
た ． 次 に 各 ウ エ ル に 0．15M リ ン 酸緩衝 生 理 食塩水
くphosphate．buffer ed saline， P B SI に 溶解 し た 2m gl
ml の 濃度 の M T TくSigm a， St． Lo uis， U．S．A ．J を 25
月l 分注し ， 37
8
C， 5％ C O2 で 4 時間培養 し た 一 培養
後培地 を吸 引 し， ジ メ チル ス ル フ ォ キ シ ド くdim ethyl－
s ulfo xide， D M S OHSigm aI2 00JLlを加 え M T T ホル マ
ザ ン 結晶 を溶解 し た ． マ イ ク ロ プ レ ー ト ミ キサ ー
M P Mtlく岩城硝子 ， 東京1 に て溶解 し た結晶 を均等に
拡散 させ ， 各 ウ エ ル の 吸 光度くoptical den sity， O DJを
マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー くイ ー ジ ー リ ー ダ ー
，
E A R 340 A THSL T－Lab instru m e ntS， V ie n n a， Au strial
を用 い て波長 540n m に て 測定し た ．
2 ． 培養 日数 と O Dの 検討
Table2． Clinicalchar acteristics and data of M T Ta ssay ofs oft tissu e s ar co mas
Age Site of So u rc e Initia1 0 D
ぐ1
0f Nn mber
Cas e ソa m e ノ Type oftum o r
b
prl ma ry Of ce11 c o ntrol of a s say
































































































































M F Hof soft part
MFH or soft pa rt
M F Hof s oft part
M F Hof s oftpart
M F Hof s oft part
ノm M F Hofs oit part



























M F Hof s oitpa rt
Synovials ar co m a
Syn o vials ar co m a
Syn o vials ar co m a
Syn ovials ar c o m a
Syn o vial sar c o m a
M ．Y ． 7 7ノr Lipo sa rc o m a
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Rhabdo myos arc om a
K．T ． 2lm R habdo myosarco ma
J．U． 13J
l
m R habdo myos ar c o m a
Y．0． 8ノm R habdo myo sa rc o m a
49 Y．T． 2Jf R hab do myo s arc o m a
5 0 H ．N． 7 0ノr Leiomyo sa rc om a
51 T ．K ． 45ノm Leio myo s arco m a
52 T．K ． 58ノzD Leio myo s arc o m a
53－1 F．H． 40ノf Malign a nt schw a n n o m a
53－2
54 K．T ． 741f Malign a nt schw ann o m a
55 H．T ． 63lm Fibr o s a rcorna
5 6 K．N． 58ノm Me s othelio m a
57 1く．M ． 1 9J
I
zn Glioblasto m a








T high Su rge ry




Tr u nk Surgery
T high Biopsy
Su rge ry
T hish Surge ry
Tr u nk Surgery
Su rgery
Thigh Surgery
T high Su rgery













Thigh Su rge ry
Tru nk Surge ry





8x 10コ 1．1 42






































































































alrn． m aleニf， fe m ale．
bトMF H． m align antfibro u shistio cyto m a．
ClO D， OPtical de nsity．
骨軟部悪性腫瘍 に 対す る抗癌剤感受性試験
マ イ ク ロ プ レ










と な る よ う に 分 注 し ，
37
0
C， 5％ C O2条件下 で 1 へ 10日 間培養 した ． 培養後
前述の方法で M T Tを加 え 4 時間後 に O D を測定 し
た ．
3 ． 抗癌剤の 濃度と細胞株 に対す る効果の 検討
各細胞株 に お い て 1 8 0ノバ の 培 養液中 に 細胞 が
1XlO個 と な る よ う に 単離細胞浮遊液 を作成 し， こ れ
をマ イ ク ロ ウ エ ル プ レ ー トの 各 ウ エ ル に 分注 した ． 同
時に接触濃度 の10倍濃度 に 調整 した 各種抗癌剤 を 20
〆1ずつ 加 え， 20叫 1 と した ． 抗癌剤 の濃度 は最大 血
中濃度お よ び その10分の 1 と した． これ を3 アC， 5％
C O2条件下で 3 日間培養 した ． 培養 後前述 の 方法 で
M T T を分注 し4 時間後 に O D を測定 し た ． ま た ， 細
胞数を 2XlO
3
， 5XlO3個 と し て同様に 検討 を行 っ た ．
N ． 臨床材料 に 対 す る 抗癌剤感受性試験
手術ある い は生検 に よ り得 られ た腫瘍片を で き る だ
けす みや か に 鋏 で 細切 し た ． 組織 培養液 で 2 回洗浄
後． ス テ ン レ ス 製メ ッ シ ュ で 濾過 し ， 均 一 な細胞浮遊
液を得た ． その 際 ， 0．5％ トリ バ ン プ ル ー 染色 に よ り ，
有核生細胞数 を算定 した ． これ を180月1 の培養液中に
細胞が 5Xl Oa 旬 3xlO一個 とな る よ う に 調整 し ， マ イ ク
ロ ウ エ ル プ レ ー トの 各 ウ エ ル に 180声1 ずつ 分注 した ．
同時に 最大血中濃度 の 10倍濃度 に 調整 し た 抗癌剤 を
20月1分注 した ． 3日 間培養後 ， 前述の 方法 で M T T
を分注 し， 4時間後 O Dを測定 した ．
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V
． 抗腫 瘍効果 の 評価と判定法
1 一 抗癌剤感受性試験 の 判定
得 られ た O D より 次式 に て細胞毒指標 くcytoto xic
由de x， C工1 を求め た ．
CH ％1こ く1－ TノCIxlO O
T 二 抗癌剤投与群の O Dの 平均
C こ 対照群 の O Dの 平均
CI値が50％以上 の 場合 ， その 抗癌剤 に 対 して 腫 瘍
が 訂感受性 あ り迅 と 判定 し ． 50％未満の 場合 は 町感受
性 な し迅 と 判定 した ．
2 ． 臨床効果の判定
化学療法の臨床効果 は ， 骨腫 瘍 に お い て は 日本整形
外科学会骨 ． 軟部腫瘍委員会 の 原発性骨悪性腫瘍治療
効果判定基準 條I13，に した が っ て判定 した ． 軟部腫瘍
に お い て は 日本痛治療学会固形が ん 化学療法直接効果
判定基準 川 に し たが っ て 判定 し た ． 骨腰 瘍 ， 軟部腫瘍
い ずれ に お い て も著効くc o mplete re spo ns e， C RI な い
し有効くpa rtialre spo n se， PRIの 場合 を臨床で実施 され
た 化学療法 は 町有夕別 と判定 し ， 不 変 くno cha nge，
N CI な い し進行くpr ogr es sive dise as e， P Dl の 場 合 を
訂無さ削 で あ る と判定 した ． 抗癌剤感受性試験の 結果




二 群の 平 均値の 差 の検定 に は ， Stude nt
，
st検窪 ま た










































































40．0 1 2000m gノm 2
0．15 20m gノbody
O．08 0．2 m gノkg
O．037 0． 25m gノkg
O．005 3 m gノm
2
3，0 1 0m gノkg
a14－hydropero xy cyclopho spha mide in
u s edin vi tro study．
bIP P C， Peak plas m a c o n c etrati。n ．
Stead of cyclopho spha mide w as
762
は W 弘c ox o nの 順位和検定くW ilc o x o n r ank－Su mte Stl
を用 い た ． 抗癌剤感受性試験 の 結果 と臨床効果 と の 相
関性 の検討 に つ い て は Yate sの 連続補正 を用 い て x
2
検定を行 っ た ．
成 績
I ． 培養細胞棟 を用 い た 基礎的実験
1 ． 細胞数 と OD
各紙胞株に お い て播種細胞数 が 1xlO
3
へ 1x lO4 個ノ
ウ エ ル に お い て細胞数と O D は直線的な相関関係 を示
した く図 り ． 相関係数 は O ST で0．997くpく0－ 0い，
H O S で0．9 90くpく0．011， K H O S－240Sで 0． 98 7くpく
0．051， M G 63 で0．972くpく0．0封， K H O S－321 H で0．979
くpく0．01， M N N G－ H O Sで0．9 3 1くpく0．0 51， G 292 で
0．965くpく0．0引 で あ っ た ．
2 ． 培養 日数と O D



















4偶の 細胞 を播種 し たも の は 3日 日ま で O Dは直
線的に 増加 し ， 以後 は プ ラ ト ー と な っ た ． 1xlO3個を
播種 した群 は 7日 目ま で 直線的に O D は増加 し ， 以後
プ ラ ト ー と な っ た ． 2x lO
4個 を播種 し た も の は1 日目
に O D が最高値 を示 し た く図 2I．
3 ． 抗癌剤の 濃度と各細胞株に 対す る効果
最大血中濃度 に お け る各細胞株 に 対す る抗癌剤の 効
果 を表 4 に ， 最大血 中濃度の10分の 1 に お ける効果を
表 5 に 示 した ． CI傾 が5 0％以 上 の もの を有効と し ， 有
効率くeffic a cy ratel を求め た ． 最大血中濃度に お ける
抗癌剤 の 有効率 は8．0士2．3ハ1 であ り ， 最大血中濃度
の 10分の 1 に お け る有効率 は3．4士1，5ハ1で ， 最 大血
中濃度 に お け る抗癌剤 の有効率 は最大血中濃度の10分
の 1 に お け る有効率 に 比 べ 有意 に 高 か っ たくpく0．01．
最 大 血中濃度 に お い て A C D， A D M， B L M， C DD P，
M T X， V C R， C P A が高い 有効率 を示 した くpく0．Ol．
ま た エ トポ サ イ ドも 高い 有効率を示 し た ． し か し こ れ
1XlO3 1XlO4 1XlO
5
CelJ n u mbe rノ w ell
Fig．1． Relatio n ship betw e e n c elln u mbe r a nd the optical de n sity at540n m in M T T
assay． A 180JLI v olu m e of hu m a n o ste o s a rc o m a c eu s uspe n sio n w a splated in




c eusIw ellJ and a 20pI volu m e
Of M T Ts olutionく2mglml w asim m ediately ad ded． T he plate s w er eincubated
for4hr and m e a su red． 0， O S T三 ■ ，H O Sニ A ， G 292i A ， K 王のS－3 21 H．
骨軟部悪性腫瘍 に 対す る抗癌剤感受性試験
らの薬剤も最大血中濃度 の10分の 1 に お い て は 有効率
は低く ， 他の薬剤 と比 べ 有意差 を示 さ な か っ た ．
4 ． 播種細胞数 と抗癌剤の 効果
播種細胞数 を 2XlO
3個 ， 5xlO3個 ， 1xlO憫 と し て
それ ぞれ の播種細胞数 に お ける抗癌剤 の効果 を検討 し
た く表 61． 各薬剤 に お い て 播種細胞数 に よ り抗癌剤の
効果に 有意善が み ら れ る こ と は な か っ た ．
王工 ． 臨床材料 に 対す る 抗癌剤感受性試験
1 ． 抗癌剤感受性試験
生検ま た は手術に よ り 得ら れ た67検体 く5 8症例I に
M T 比色法 を行 っ た ． 3 日間培養後の コ ン ト ロ ー ル
群の O Dく540n ml は0．021へ ノ2．268く0． 660士0．468I で
あっ た ． O D が0．2以上 の値 を示 した も の を感受性判定
可能と した ． 64検体く55症例I95．5％ に 抗癌剤感受性判
定が可能で あ っ た ． OD が0．2未満 で あ っ た 3検体 は播
種細胞数が 5xl O
3 個 で あ っ た 2検体 く症例 9 と症例
瑚 と播種細胞数が 7xlO3個 で あ っ た 1 検体 く症例
川 で あ っ た ． 1xlO4個以 上 を播種 した検体 は全 て判
定可能で あ っ た ． 感受性 を判定す る こ と の で き た薬剤
数は 1 旬 13剤く8．4士3．5， 平均値 士 標準偏差ナで あ っ た
く表1 ， 21．
2 ． 抗癌剤感受性試験の 結果 と臨床効果 との 関連性
感受性判定可能で あ っ た も の のう ち で ， 臨床効果と
















症例1 で あ っ た く表 7ト そ の 内訳 は骨腫瘍 が12検体
く10症 例ンで軟部腫瘍 が18検体く15症例Iで あ っ た ． こ の
う ち生検材料 に 対 して感受性試験 を行い ， そ の 結果 か
ら 釘感受性あ 机 と判定 され た薬剤 を臨床 に 使用 で き
た前向き研究の も の は11検体く11症例． 症例 1 ， 6 ，
7 ， 11， 20， 22， 32， 35， 45， 50， 58Jで ， 骨腰瘍が 6
検体 ， 軟部腰痛が 5検体 であ っ た ． 既 に 化学療法が施
行さ れ て い た か ， 感 受性試験の 結果に も とづ か ず薬剤
を投与 した後向き研究の もの は19検体く19症例1で ， 骨
腰瘍が 6検体 ， 軟部腰 瘍が1 3検体 で あ っ た ． 30検体 の
う ち本法に て F感受性あ机 と判定され ， 臨床 的に も
町有効迅 と判定 され たも の く真陽性 ， tru e－pO Sitiv eJ は
15検体 で ， 逆 に 本法 に て 肝感 受性 な し迅 と 判定 さ れ ，
臨床 的 に も 町無効d と判 定 さ れ た も の く真陰性 ，
tru e． negativ el は10検体 であ っ た ． ま た本法 に て 町感
受性あ り迅 と判定さ れ た が ， 臨床的に は 町無効迅 と判
定 され た もの く偽陽性 ， fals e－pOSitiv elは 2検体 で ． さ
ら に 本法 に て F感受性な しJ と判定さ れ た が ， 臨床的
に は 町有効遁 と判定さ れ た も の く偽陰性， f als e．n egat－
iマel は 3検体 で あ っ た ． 以 上 よ り本法の 臨床的 な感受
性 に 対す る 予 測率く真陽性検体数ノ真陽性検体数 ＋ 偽
陽性検体数， 真陽性率， tru e－pOSitiv e rateJ は88．2％
く1 5ハ71で ， 耐性 に 対す る 予測率く真陰性検体数ノ真陰
性検体数 ＋ 偽陰性検体数 ， 真陰性率 ， tru e－ n egativ e
4 6
Da y s aft er ino c ulat io n
Fig．2． Relatio n ship betw e en inc ubatio n peri d of tu mor ce11s te sted and the
Optical de n sity in M T Ta s say－ O S Tc eus w e replated a nd inc ubated forl 旬 10
days■ A fter incubatio n， the plate s w er einc ubated fo r an othe r4hr with MTT a nd
m ea sured． h ital c e11n u mber ニー ，1XlO
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故 つ ト IJつ
O q つ u つ l．ノウ の の 亡コ0 0 M N O t疇 l く つ 0 ■ ．．■ く つ 0 くつ 0
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骨軟部悪性腫瘍 に 対す る抗癌剤感受性試験
Table6■ Effe ct of dr ugs at v ario u sinitialc elln u mber s o nM G 63a nd G29 2c ellsin M T Tas s ay
765
Co n c e n－
Dr ug tratio n
AI
く声gノmlI
Cytoto xic inde xくm e a n士S D， ％1in cel1 1in e of

























































86．0 士9．4 95． 0 士5．7
85．0 士0．8 84．7 士1．4
50．7 士9．9 40．3士2．0
75．9 士5．8 73．5士9．8
53．7 士0．8 57． 士7．1
79．5士1．4 79．6 士3． 6
49．3 士0．8 52．0 士10．5
56．6 士4．7 59． 0 士3．7
62．3 士1．7 62． 0 士4．8
65．9 士0．5 71． 0 士6．0
54．5 士1．4 59．3 士2．0
63．1 士2． 2 58．0 士2．8





















































alEffe ct of e a ch dr ug w a s e x a min ed at pe ak plas m a co n c e ntr ati。n．
Table 7L Clin c alre spo n se a nd M T a ss ayin bo n e 且 nd 50h tis su e s a rc o m a s
Cas e Na m e Ty pe oEtu m orl Sl霊三こhe ，a，， Siごまミl
Re s ults of M T Ta s s ay
Dr ugくcytoto xicinde x． ％コ
Osle o sa rc o m a C D D P
5 N．Y． OsLe o s a r c om 且 C D D P
．
M T X
6 S．N． Osle o s a r c o m a C D D P
7 K．H． Oste o s 且r C Or n a C D D P
8 A．K． Oste o sa r c o m a c D D P
lO T．K． Oste o sa rc o m a c D D P
1 ト1 S．T． Oste o sa rc o m a
20－1 ん Y， M F Hof bQ n e
20－2
22 T．N． M F HoE bo n e
26 T．K． Malign a nt G C T









Y，S－ M FH oEs oft paTt
32 T．S． M F Hofs oft pa rt
3S K．旺 Syn o vials a rc o m a
認 N．1y． Syn o vials arc Q m a
3 ト1 K息 Syn o vi且1s ar c o m a
4 ト1 A．0． Lipo s且r C O m a
4ト2
44 T．0． Lipo s 且r C O m a
45ql M．S． R habdo myo s a rc o m a
47 J．u Rhabdo TnyO S ar C O m a




Y－TA R hab do myo sa r c o m a
C D D P
．
C PA ． A C D
C D D P
C D D P
V P－16， C PA
C D D P
C D D P
． A D M
C D D P
CD D P． A D M
C D D P
，
A D M
C D D P． A D M
C D D P
C D D P









A C D． V P－16． V C R
F．H． Maligna nt s chw a n n o m aC D D P
51 K．T． Malign a nt s chw a n n o rn a A D M， M M C
58 K．M． MaJign a ntJym pho m a A C D． VC R
P R C D D Pく85I
C D DPく4即





PR CD DPく52J． C P Aく65l． A C Dく5即
PR CD DPく79J
CD DPt7車
CR C D D Pけ31
PR VP － 16く23I， C P AくOJ
NC C DDPく35J
P D CD DPく2J， A D Mく4J
CD DP く20J， A D MくOI
PR CD DPく56J
PR CD DPく57l， A DM く741
PR CDDP 亡51l， A D Mく叩
PR CDDP軌 A D Mく6I
PD C DDPり31
CDDPく45I
N C C D D Pく23J
P R A D Mく92I， A CDく931
PD A DM く01． M T XくOI
PD A CDく60l， B L Mく261
PR A CDく8別． VP － 16け9J， V C Rく5 71
PD CDD Pく52I
CD Pく23I
NC A DMく14l， M M CくOJ
























al M F H
，
m align antfibro u shistio cyto m aこGCT， gia nt c elltu rn o r
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ratel は76．9％で あ っ た ． ま た 全体と して の 予測率く真
陽性検体数 ＋ 真陰性検体数ノ全検体数 は8 3． 3％ く25ノ
301 と 高 い も の で あ り ， Yate s の 連 続補 正 を 用 い て
ズ
2
検 定を行 っ た結果 ， 有意な 臨床効果 の 予 言性 が認
め られ た くpく0．0リく表 81． 11症例 に お い て 実施 で き
た 前向き研究 の 結果 は ， 11例中10例く90．9％1で 感受性
試験の 結果に も と づ い て投与 され た薬剤 の 臨床効果 は
町有効d と判定さ れ ， 前向 き研究 に お い て も本法 の 高
い 予言性が 示 さ れ た ．
考 察
骨悪性腫瘍 とく に 骨 肉腫 ， ユ ー イ ン グ肉腫 の 予後は
化学療法 の導入 に よ り 飛躍的に 改善さ れ た ． 骨肉腫は
1960年代 ま で は 5年生存率 5 － 1 20％
1 5I と極 め て予後不
良で あ っ たが ． 1970年代以後 A D M，M T X， C D D Pを中
心 と した 化学療法が強力に 行わ れ る よう に な り16ト 1 引，
その 予後 は大幅 に改善さ れ 5年生存率50％以上 と な っ
た1 鋤． ま た ， ユ ー イ ン グ 肉腫 に お い て も Ros e nら20l，
Jaffe r ら211な どの プ ロ トコ ー ル に よ り 飛躍的な治療成
績の向上が み ら れ て い る ． 一 方 ， 軟部悪性腫瘍 に お い
て は 化学療 法 の 導 入 は 遅 れ て い た が C Y V A DIC
くC P A十 V C R＋ A D M十dim ethyl triu en o imida z ole
c atbo x amidel 療法
221
， V A CくV CR十 ACD十CP Al 療
法231や Ro s en の T プ ロ ト コ ー ル くT－pr OtOC Ol1
241
な どが
行わ れ る よう に な り ， そ の 有効性が報告 され て い る ．
そ して化学療法が有効 な場合 に は生命予後 を改善 す る
の み な ら ず， 腫瘍切除緑 を縮小 す る こ と に よ り患肢温
存手術の 適応 が拡大 され ， 機能的予後 の改善 も望 め る
よう に な っ て き た 卿 ． こ の よ う に 今 日で は化学療法 は
骨軟部悪性腫瘍の集学的治療 の 一 環 と して 不可欠な も
の と な っ て きて い る ． し か し ， 骨軟 部悪性腫瘍 の組織
型が非常 に 多彩である こ と ， そ の発 生頻度が骨肉腫で
年間全国で 百数 十 例， ユ ー イ ン グ肉腰 で 二 十数例な ど
と 低く 卿 ， 大規模 な研究が行 え な い こ と や 軟部 悪性腫
瘍に 対 す る化学療法の取り組 み の 遅れ な どか ら ， 骨肉
腫 や 小児の横紋筋肉腫 を除い て は現在の と こ ろ広く 認
め られ た プ ロ ト コ ー ル は ない の が 現状で ある ． ま た骨
肉腫 に 対す る Ro s enの T プロ ト コ ー ル 抑や 軟部悪性腫
瘍 に 対す る C Y V ADIC療法 に 代表 され る よ う に 非常
に 多数 の薬剤の併 用療法 が主体 と な っ て い る ． し か
し ， 腫瘍 は同 一 組織 型で も ， 同 一 個体 で あっ て も感受
性 に 差異が あ り り2I， こ れ ら の 薬剤 の 中に は当然無効薬
剤も含まれ る こ とが 予 測さ れ る ． 無効な 薬剤 を投与さ
れ た場合 は患者 は その 副作用 の み を被る こ と に な る 0
ま た ， 抗癌剤 に 対 し耐性 を生 じ以 後の 化学療法が効果
を示 しに く く な る ． し たが っ て ， 理 想的 に は個々 の症
例 に 対 して 抗癌剤感受性試験 を行 い ， 有効 な薬剤を選
択し ， 無効な 薬剤を排除す る こ と ， す な わ ち 化学療法
の 個別化くChe m o－individualizationlが 望 ま し い ． この
た め こ れ まで 種々 の 抗癌剤感受性試験が試み ら れてき
た ．
抗癌剤感受性試験 に は大別 して 試験管内感受性試験
tin vitr o a ss ayl と 試験 管 外感受 性 試験 tin viv o
a ss aylが あ る ． 試 験管内感受性試験 と し て は HTC－
A91101， 色 素染色排除 テ ス トくdye e x clu sio ntest12 乃， アイ
ソ ト ー プ法 くS Cintillatio n as say1
5帰
，
コ ハ ク酸 脱水素酵
素阻害試験 くs u c cin ic dehydrogena s ein hibitio n test，
SD工 法1
1Iな どが あげ ら れ 了試験管外感受性試験 として
は ヌ ー ド マ ウ ス へ の 皮 下移植法乃8I， 腎被膜下移植法
くsub re n alcapsular a SS ay， S R Cas s ay1
28，
， 受 精鶏卵柴尿
膜法罰朋嘲な どが あげ られ る ． し か し ， い ずれ の 方法も長
所と短所があ り ， 簡便性 ， 迅速性 ， 予 言性と い っ た多
く の 条件 を満 た す臨床適用可能な 理 想的な抗癌剤感受
性試験 は未だ に な い の が 現 状で あ る ． 当科 に お い ても
骨軟部悪性腫瘍 に 対 す る 抗癌剤感受性試験 と して
H T C A， 受精鶏卵寮尿膜法な どが 試 み られ てき た ．
H TC A は Salm on と Ha mbu rger
別に よ り 開発さ れた
二 層軟寒 天培地 上 で コ ロ ニ ー を形成 す る細胞 に 対する
抗癌剤の感受性 をみ る 方法で あ る ． こ の 方法は臨床効
果 と の 高い 相関性が注目さ れ ． To mita ら101は こ れ を
骨肉腫 に 対す る 抗癌剤感受性試験 と して検討し た ． そ
の 臨床効果 との 相関 は真陽性率が 78％ ， 真陰性率が
73％ ， 全体的 な予 測率 は75％と 高い も の で あ っ た
3 り
．
し か し癌腫 に 比 べ 肉腫で は コ ロ ニ ー 形成率が低 く． 横
川 甥 は 一 旦単 層培養 して か ら H T C A を行 う改良法の
培養 H T C Aくc ultiv ated H T C AIを 開発 し， その 成功率
を骨肉腫 に お い て は原法 の26％か ら78％に 改善しえた
が ， 肉腫全体 と し て は4 6％と低率 で あ っ た ． ま た感受
性判定 ま で に 原法 で 2 へ 3 週 間 ， 培 養 H T C A では
4 一 － 6週 間と 長期間 を要す る こ と ， 細胞凝集に よ りコ
ロ ニ ー 数の 算定が 不正確 に な る こ と な と が 問題で あっ
た
礼 閲
佐々 木蟄， は受 精鶏卵が免疫学的 に 未発達 で あ り ヒ ト
腫 瘍 を渠尿膜上 に 移植で き る こ と に 注目 し ， これ を抗
癌剤感受性試験法 に 応 用 で き る こ と を報告 し た ■ 杉
原測， は こ の 方法を骨軟部悪性腰瘍 に 対 す る抗癌剤感受
性試験 と し て研究 し た ． そ の 結果 ， 腫瘍 は94 ％に 生者
し ， 感受性判定が可能 で あ っ た ． 臨床効果 との 相関性
も高 く ， 真陽性率が100％， 真陰性率 が9 3％で 全体と
して の 予 測率 は95％で あ っ た ． し か し ， 人 工気室の作
成 に 手技的習熟が要求さ れ る こ と や効果判定を腫瘍重
量に よ り行 っ て い る た め 腫瘍増殖 の 遅 い も の は効果判
骨軟部悪性腫瘍 に 対す る 抗癌剤感受性試験
定が不正確 に な る 恐れ が あ る こ と な ど の 問題が あ る ．
臨床に 応用 で き る 抗癌剤感受性試験 の 条件 と して
，
い 正確 に 臨床効果 の 予 言性の ある こ と
，
2う 簡便 で
か つ 迅速 に 判定で き る も の で ある こ と
，
3う 少な い 臨
床材料 で 実施可能 で あ る こ と ， 4J 成 功率 が高 い こ
と ， 5ン 安価 な方法 で ある こ と ， 6J 評価が客観的 で
ある こと ， な どが あ げ られ る ． これ ら の 条件の う ち 臨
床効果の予言性が高い こ と が も ち ろ ん重 要で あ る ． 臨
床効果の 予 言性 を厳密に 検討 す るた め に は前向き研究
が必要とさ れ る が ， 整形 外科領域 に お い て は切断及 び
広範切除な どの 手術 に よ り腰 瘍 を余す こ と な く切 除し
てしまう た め手術後 の 前向き研究は ほ と ん ど不可能 で
ある ■ こ の た め生 検後の 術前化学療法 に お い て前向 き
研究の必要 があ る ． しか し， HT C Aの よ う に 判定ま で
長期間を要 す るも の で は生検後 それ だ け の 期間 を化学
療法を行わ ず待機 しな けれ ばな らず
，
実際上 は 不可能
である ． こ の た め ， よ り迅速 な感受 性試験法の 確立 が
切望され た ． ま た抗癌剤感受性試験法と して 広く 一 般




は簡便 で 迅速 な抗癌剤感 受性試験 と し
て
，
コ ハ ク酸脱水素酵素の 活性 を指標 と し た S Dほ を
発表した ． こ れ は細胞活性を酵素学的 に 測定す る 試験
である ． 生細胞内に 存在 す る コ ハ ク 酸 脱 水素酵素は コ
ハ ク酸を酸化す る 際に 適当な受 容体 に コ ハ ク 酸の 水素
分子 を転移くtra n sfe rJ す るが ， こ の受容体 に テ ト ラ ゾ
リ ウム 系酸化還元色素 を用 い ， 還 元 さ れ て生 じ た ホ ル
マ ザ ン 塩の 色 の 差 を比 色計 に よ り測定 す る ． 抗癌剤に
より細胞が 死 滅す れ ば こ の 酵素活性 は失わオ1
， 還元 能
力を喪失す る こ と に な る ． M os m an nl lIは テ ト ラ ゾ リ ウ
ム塩と し て M T Tを用 い ， 96穴 マ イ ク ロ ウ エ ル プ レ ー
トを用 い て 培養 し． マ イ ク ロ ウ エ ル プ レ ー トリ ー ダ ー
に て測定す る M T T 比色法 を報告し
，
リ ン パ 球幼君化
測定法な どに 用 い た ． Car micha elら331は と 卜肺癌由来
培養細胞株 を用 い て M TT 比色法を新規抗癌剤 の ス ク
リ ー ニ ン グ な ど に 使用 でき る 可能性 を示 し た ． 著者は
この 方法の 簡便生 ， 迅 速性に 注目 し ， 骨軟部悪 性腫瘍
に 対す る抗癌剤感受性試験法 と して 確立 す べ く 検討を
行っ た ．
M TT は生細胞内の 活動性 ミ ト コ ン ドリ ア 内に 存在
する脱水素酵素に よ り還元 さ れ 暗青色の 諌 ル マ ザ ン 結
晶に変化す る ． こ の 結 晶の O D は リン パ 腫 由来細胞株
などに お い て生 細胞数と良好な相関関係 を示 す こ と が
報告さ れ て い る 川 ． 今回 ヒ ト骨肉腫由来細胞株 に お い
て 1xl O3 個ノウ エ ル か ら 1xlO5個ノウ エ ル の 範囲 に お
い て M T T ホル マ ザ ン 量 と細胞数の 間に 有意な相関関
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係 を認め
， 骨軟部悪 性腫瘍 に 対 して も M T T比色法 を
用 い て抗癌剤 の 効果 を測定す る こ とが 可能 な こ とが確
か め られ た ．
播種細胞数 は 1 ウエ ル あ た り 2xlO4個 を播種 し た
場合 は O Dが 播種後 1 日目 よ り プ ラ ト ー と な り ，
2xlO3個 を播種 した場合 は プラ ト ー に 達す る ま で に 7
日間 を要 して お り
，
3 日目 ま で O Dが 直線的に 増加 し
た 5xlO3 へ 1xlOヰ個が 播種細胞数 と して適当 と思わ れ
た ． ま た播種細胞数の 多少に よ り感受性 の 結果が左右
さ れ な い こ と も示 さ れ た ．
試験管内抗癌剤感受性試験 に お い て ， 検討薬剤 の濃
度 の設定 は重要な問題で ある ． 著 者は11種の と 卜骨肉
腰由来細胞株 に 対し て臨床投与時 にお ける理 論的最大
血中濃度 お よ び そ の10分の 1 の 濃度12，を用 い て検討 し
た － 最大血中濃度 に お い て は従来骨肉腰 に 有効と され
て い る
16ト 1B12V A C D， A D M， B LM ， C D D P， M T X， VC R，
C P A が高 い 有効率を 示 し た ． しか し こ れ ら の 薬剤 も
最大血中濃度の 10分の 1 に お い ては有効率は低 く ， 他
の 薬剤と 有意差 を認 め な か っ た ． これ ら11種 の と 卜骨
肉腫由来培養細胞株 の 薬剤感 受性 は臨床に お ける 骨肉
腫の 感受 性 を反 映 し て い る も の と推測 さ れ る こ と か
ら ， 実際の 感受性試験に お い て は最大血 中濃度 を用い
て効果判定 を行 う こ とが 妥当と考 えら れ た ． した が っ
て 臨床材料 に 対 する 抗癌剤感受性試験 に お い て は 最大
血 中濃度 を用 い て効果判定 を行 っ た ．
エ ト ポサ イ ド は従来骨肉腫 に は 用 い られ て い な か っ
たが ， 今回 の 検 討に お い てほ と ん ど全 ての 細胞株 に 対
し て 高い C王値 を示 した こ と か ら ， 骨肉腫 に 対す る 化
学療法の 新 しい 有効薬剤に な りう ると 考え られ た ．
こ れ ら の ヒ ト骨肉腫由来培養細胞株を用 い た基 礎的
検討の 結果 を ふ ま えて ， 生検や 手術 に よ り得ら れ た新
鮮臨床材料 に 対 して 抗癌剤感受性試験 を行 っ た ． 67検
体に 行 い 64検体 に感受 性判定が 可能 で あり
， 成功率 は
95．5％と き わ め て 高 い も の で あ っ た ． 培養細胞株 を用
い た 検討で は播種細胞数が 2x lO3 個
，
5x lO3個ノw ell
で あ っ て も抗癌剤の 効果 判定の 際 Cl値 に 有意差 を認
めず ， O D も良好 で あ っ た の で ， 臨床材料 に 対す る 抗
癌剤感受性試験 に お い て 当初 は 5 xlO3 個 旬 1x l O4 個ノ
ウ エ ル 程度 を播種 し てし1た が
， 3 日間培養後 コ ン ト
ロ ー ル 群の O D が非常に 低値 を示 し感受 性判定 が で き
な い も の が あ っ た ． 播種細胞数を 1xlO一個ノウ エ ル 以
上 と す る こ と に よ り O Dは全例0．2 以上の 良好な 値 を
示 し ， 全例 に 感受 性判定が可能 と な っ た ． また どの 組
織型 に お い て も 高い 成功率を示 し ， 成功率は 骨肉腫 で
92％， 軟骨 肉腫 で88％． 軟部 M F Hで89％， そ の 他 の
組織型 は100％ で あ っ た ． H TC Aに お い て は成功率 は
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骨肉腫 で58％， 軟骨肉腫で33％ ， 骨 M F H で55％ ， 軟
部 M F Hで64％， 滑膜肉腫 で64％ 巨 脂肪 肉腫で 9％ ，
横紋筋肉腫で5 5％な どで あ り32I． 本法 は全体 と し て の
成功率が高い ばか り でな く ， H T C Aで は 成功率が極
め て低か っ た 脂肪肉腫や軟骨肉腫 に お い て も 成功率が
高 い こ とが 明 らか と な っ た ．
ま た
， 本法は 播種細胞数は 1 ウ エ ル あた り 1 xlO咽
で あり ， こ れ は H T C A が 1 ウエ ル あ た り 1XlO
5個を
要す の に 比 べ 詑I よ り小 数の 細胞 に て感受性試験 を行 う
こ と が で き る ． 臨床材料 よ り得 られ る細胞数 に は限 り
が あ り ， 小 数 の 細胞 で 感受性試験 を施行 で き れ ば それ
だ け多数 の 抗癌剤 に 対 し て の 感受性判定が 可 能 と な
る ． 本法 で は平均8．4剤と 多数 の 抗癌剤 に 対 し て の 判
定が可能 で あ っ た ．
感受性判定が可能で あ っ た も の の う ち ． 30検体 に お
い て臨床効果 との 関連性が検討可能 で あ っ た ． ま た こ
の う ち11検体 に つ い て 前向 き 研究 を行 う こ と が で き
た ． H T C Aに お い て は 前向き研究 は で き ず全 て 後向
き研究 で あ っ たが ， こ れ は H T C Aに お い て は感受性
判定 まで に 2 旬 6週間と 長期間 を要す る た め ， こ の 期
間化学療法を行わ ず待機 す る こ と は 実際 上不可能 で
あっ たた めで あ っ た ． 本法 は感受性判定ま で に 要す る
期間か 3 日間と短期間 で あ る た め ， 生検後本法に よ る
感受性試験の 結果 を待 っ て か ら 町感受性 あ り過 と 判定
さ れ た抗癌剤 を投与す る こ とが 可能であ っ た ． 前向き
研究に お い て 本法に て F感受性あり迅 と判定 され た 抗
癌剤を用 い て 実際に 化学療法 を行 っ た結果 ， 1 1症 例中
10検体く91％1 に お い て 臨床効果 は 町有効迅 で あ っ た ，
1症例が F無効d で あ っ た が く症例501． こ の 症 例で は
生検時の 感受性試験で CD D Pが 訂感受性あり迅 と判定
され ， 化学療法後得ら れ た手術材料 に 対 す る感受 性試
験の結果で は C D D P は訂感受性 な しA と判定 さ れ た ．
この 結果か ら こ の 症例に お い て は 化学療法に よ っ て耐
性 を生 じ F無効dと な っ た 可能性が 示 唆さ れ た ．
後向き 研究 も加 え た全体的な結果， 本法は骨軟部悪
性腰瘍 に 対す る抗癌剤感受性試験法と して ， 真陽性率
が87．5％， 真陰性率が76．9％ ， 全体的な 臨床効果の 予
測率が82．8％と ， 高 い 臨床効果 との 関連性 を有す る こ
と が 確認 さ れ た ． こ れ は H T C Aに お け る 真陽性率
78％， 真陰性率73％， 全体的な 予 測率75％と 比 べ て も
高い も の で あ っ た ．
ま た本法 は 3 日間培養後 マ イ ク ロ プ レ ー ト に 直 接
M T T試薬 を 入 れ れ ば よ く ， 4 時間後培地 を 吸 引し
D M S Oを加 える 以外洗浄な どの 操 作が 不要 で ， 測 定
も マ イ ク ロ プ レ ー トリ ー ダ ー を 用 い て 1 プレ ー ト を数
秒か ら 数分で測定で き ， 結 果も 正確 な数億 と し て 表す
こ と が で き る ．
こ の よ う に 本法は い 簡便で あ る こ と ， 2う 3日間
と迅速 に 結果が得 られ る こ と ， 3う 少量 の 材料で 多数
の 薬剤 の 感受 性 を判定で き る こ と ， 4つ 半自動的 に客
観的 に 測定で き る こ と ． 51 組織型に か か わ ら ず成功
率が高 い こ と ， くH 安価で特別な技術 を要 し な い こ
と ， 7う 臨床効果 と の 相関が高い こ と な どが 特徴とし
て あ げら れ る ． これ ら は理 想的 な抗癌剤感受性試験と
し て の条件 を満 た し て お り ， 本法 は骨軟部悪性腫瘍に
対 す る抗癌剤感受性試験 と し て 臨床 に 応用 す る ことが
で き る 方法に な る も の と 考え られ た ．
欠点 と して は 培地 を吸引す る際 に 注意 し ない と ホル
マ ザ ン 結晶を 吸引 して しま う恐れ が あ る こ と ． ま た正
常細胞 の混入 に よ る 影響 が あ る恐 れ が ある こ とが挙げ
ら れ る ． しか し ， 軟 寒天 培地 を用 い る な どの手技を用
い る と 本法の 特徴の 1つ で ある簡便性 が損 なわ れる ．
こ れ らの 欠点が あり 得る と して も本研究 の 結果高い 礁
床効果 との 関連性が得 られ た こ と に よ り ， M T T比色
法は骨軟部悪性腫瘍 に 対 し実用的な抗癌剤感受性試験
と して 有用 で あ り ， 十分臨床応用 が 可能 な 方法 で ある
と考 え られ た ．
結 論
骨軟部悪性腫瘍 に 対す る 抗癌剤感 受性試験 と して
M T T 比色法 を用 いキ方法 を新た に検 討 した ■ そ の 結
果
，
以 下 の結論 を得 た ．
1 ． ヒ ト骨肉腫由来培養細胞株 に お い て M T T ホル
マ ザ ン の OD と細胞数は良好な相関関係を 示 した ．
2 ． ヒ ト骨 肉腫 由来培養細胞株 に 対 す る抗癌剤の 効
果は最大血中濃度に お い て は従来骨肉腫 に 有効とされ
て い る も の が 高く ， 最大血中濃度 の10分の 1 に お い て
は こ れ ら の 薬剤の 有効率は低 く ， 最大血 中濃度に お け
る 効果 判定が適当で あ る と 考え ら れ た ． ま た エ トポサ
イ ドの 有効率が高く骨肉腫に 対 す る新 し い 有効な薬剤
に な る と 考 え られ た ．
3 ． 67検体く58症例Iの 骨軟部悪 性腰瘍 の 臨床材料を
用 い て ， M T T比 色法 を用 い た 抗癌剤感受性試験を検
討 し た結果 ， 64検体 く95．5％1 に 感受性判定が 可 能で
あ っ た ． 播種細胞数が 1 XlO4個以 上 の も の は 全例判定
可能 で あ っ た ． ま た 判定 ま で に 要 す 期 間 は 3 日間で
あ っ た ， こ の よ う に 本法 は成功率が高く ， 少量の 材料
で 多数 の 薬剤 の 感受性 を迅 速 に 判定 で き ． ま た簡便 ，
客観 的に 測定 で き る と い う 利点が あ っ た ．
4 ． こ の う ち30検体く25症例1に お い て 臨床効果との
関連性 が検討可能 で あ っ た ． 11検体く11症卿 で は前向
き研究を行う こ と が で き10検体く10症例1 に お い て感
骨軟邪悪性膿瘍 に 対 す る抗癌剤感受 性試験
受性試験で 釘感受性 あ り迅 と判定 さ れ た薬剤の 臨床効
果は 町有捌 で あ っ た ． 後 向き研究 も加 え た結果 ， 真
陽性率は88％ ， 真陰 性率 は77％
，
全体 と して の 予 測率
は83％で あり ， 高 い 臨床効果 と の 関連性 が得 ら れ た
くpく0．0リ．
こ の よ う に M T T比色法を 用 い た抗癌剤感受性試験
は簡便， 迅速で 成功率が高く少量の 材料 で 多数の 薬剤
の感受性 を判定で き る 方法 で あ り
，
また 臨床効果に 対
する 高い 予 言性 も得 ら れ た こ と か ら ， 骨軟部悪性腫瘍
に対する 抗癌剤感受性試験と して 臨床 に 応用 で き る実
用的な方法である こ とが 示 唆さ れ た ．
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A bstract
Che m otherapy lSimportan tin the tre at m ent ofpatients withbo ne ands ofttissu e s ar CO m aS． A
PraCticalche m osen sltlV ltyteStfbr these t um OrShasbe engre adydesired． T be prese nt study exa min ed
an ass ay using 3イ4， 5－ dim ethylthiazol－2－ylJ －2， 5－diphe nylterazolium bro mi deくMTTl，． 96w e11
microtiterplate and m uld－ W ellsc an ning speCtrOphotom eterくMT Tassayナas ache m osensitivity test
fbrbo ne and s o氏 tissue s ar C O m aS． T his assay wa sbased onthe selective ability of living c ells to
reduc eM T Ita ye1low tetr a zolium Salt， t O ablue－black fbr m az an． The opdcal de nslty Of M m for－
m azan Wa Sm e a S u r ed se mi－a utOm aticaly uslng a m ulti－ W ellsc an nlng SpeCtr OPhoto m eter． In l lcul－
tured hu m an OSteO SarC O m a Cell lin es， th optical de nslty Of the s olubilizedfbrm aZ an W a Sfo u ndtobe
PrOpOrdonaltothe n umber ofc ells． On dleSe Ce11 1in es， e触 ctivedrugS athe peakplas m a co nce ntra－
tion w ere actin o mycin－ D ， adriamyCln， Cispplatin u m， m e血otre xate， CyClophospha mide andvincristin e．
Howe v e r， atl110peakplas m a co n centratio n， thesedrugS W ere n Ote飴ctive． Sin ce thesedrugShad
bee nreported tobe efftctive agalnSt OSte OS ar C O m a， this test it sug gests that evalu ationis v alid only at
peak plas m a c on cetratio n ． As etoposide， Which had n otbee n reported tobe eff ective agalnSt
OSte OSarC O m a， ls o showed ahigh e疏 cacyra tefbr allcell lines tested，it w ouldals o ap peartObe suiト
ablefor che m otherapy ofoste os ar CO m a． On the basis ofexpen m entalresults o nthe cell lin es used，
血e M T Tassay w as appliedto cl incalspeCim ens． Sixty se ve nspeClm e nS Of bo ne ands oftdss ue sar－
C O m a SWe r e u S ed7 a Ch obtain ed by surgery orbiopsy ov erthepast2 years． Of the67speClm en S，64
く96％1gave technical 1y succe ssful assay results． A llc ases seed d ov erl XlO
4
c ellsIw ellw ere su c－
C e SSfu1． T be n u mber of drugS teSted in s uccessful peCim en sw er e8．4くm e anJ． TTdrty c ases w ere
Clinical1y evalu atedprospeCdvely orr e tr o speCtively－ An alysis ofthe relation shipbetwe e nth is assay
andclinicalrespon sere v e aled that15 c aseswe r e t ru e－PO S ltlV e， 2 false－pOSitive， 10t ru e－n egative and
3false－n egative． T be tru e－PO Sitive ratew a s88％ ，t ru e－n egadvera te w a s77％， wi thove rallpredicdv e
acc uracybeing83 ％． In the M
r
I Tassay， m any S amples and amic an Cerd ugS Canbe an alysedsim ply
andrapidly． A high suc cess rate andahighpredictiv eacc uracy of the M T Tassay w er eals o show nin
this study． The M T Tassay w ould thereforetx apracticalche mosen sltlV lty eStfor血e tre atm ent of
bone a nd soft tissue s ar c o m as．
